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摘要 :【 目 的 】] 通 过 克隆 犁 小 食心虫 Grapholita molesta 的 Minus-C 气味 结合 蛋白 (odorant binding 
protein, OBP) X& B] ,并 测定 其 在 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 及 其 重组 蛋白 对 气味 配 体 的 结合 能 力 , 推 
测 其 嗅觉 生理 功能 。[【 方 法 ] 基 于 梨 小 食心虫 肉 虫 触角 转录 组 测序 数据 ,利用 RT-PCR 克隆 Minus- 
C OBP 基因 的 完整 编码 区 ;qPCR 测定 该 基因 在 成 虫 不 同 组 织 [ 触角 、 头 (去 除 触 角 ) 、 胸 、 腹 、 足 、 起 ] 
中 的 表达 量 ;构建 原核 表达 系统 表达 重组 蛋白 ,利用 SDS-PAGE 和 Western blot 检测 蛋白 的 表达 和 
纯度 ;运用 荧光 竞争 结合 实验 测定 重组 蛋白 与 35 种 气味 配 体 的 结合 能 力 。[【 结果 ] 成 功 克 隆 了 梨 
小 食心虫 的 一 个 Minus-C OBP 基因 ,命名 为 CmolOBP14 ( GenBank 登录 号 : MF066361 ) 。 
GmolOBP14 开放 阅读 框 长 411 bp ,编码 136 个 氨基 酸 , 成 熟 蛋 白 具 有 4 个 保守 的 半 胱 和 氨 酸 残 基 , 属 
于 Minus-C OBP 亚 家 族 。Gmol0BP14 在 内 雄 成 虫 的 不 同 组 织 中 均 有 表达 ,但 在 雄 成 虫 翅 和 此 成 虽 
触角 中 的 表达 量 显著 高 于 同性 别 的 其 他 组 织 。 重 组 蛋白 GmolOBP14 与 气味 配 体 的 结合 谱 较 窒 , 仅 
能 与 16 种 配 体 表 现 出 不 同 程度 的 结合 活性 ,其 中 与 梨 酯 和 十 二 醛 的 结合 能 力 较 强 , 解 离 常数 K; 分 
3123 6.92 和 12.74 kmol/[L; 与 奖 醛 、 十 四 醛 、 顺 -3- 己 烯 -1- 醇 、 菏 甲 醇和 己 酸 丁 醋 有 中 等 程度 的 结合 
活性 ,K; 分 别 为 25.54, 20.61, 24. 35, 23.44 和 23.33 jmol/L;GmolOBP14 对 性 信息 素 组 分 没有 
结合 活性 ,提示 该 蛋白 不 参与 对 性 信息 素 的 感受 和 识别 。 [2536 ] HRAE GmolOBP14 基因 的 组 织 表达 
特点 及 其 重组 蛋白 的 结合 特性 ,推测 GmolOBP14 除 具 有 选择 性 结合 和 运输 寄主 植物 挥发 物 的 作用 
外 ,还 参与 与 嗅觉 无 关 的 生理 过 程 。 

关键 词 : 巢 小 食心虫 ; 气味 结合 蛋白 ; 基因 表达 ; 蛋白 纯化 ; 荧光 竞争 结合 实验 
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oriental fruit moth, Grapholita molesta, and to measure its expression profiles in different adult tissues 


and the binding affinities of its recombinant protein with different ligands, so as to clarify its olfactory 


functions. [ Methods] Based on the next generation sequencing of the female adult antenna of C. 


molesta, the complete coding sequence of a Minus-C OBP gene was cloned by using RT-PCR. The 


expression levels of this gene in different adult tissues ( antenna, head with antennae removed, thorax, 


abdomen, leg and wing) of G. molesta were measured by qPCR. The recombinant protein was expressed 


by prokaryotic expression system and the purified protein was verified by SDS-PAGE and Western blot. 


The binding affinities of the recombinant protein with 35 ligands were analyzed using fluorescence 


competitive binding assay. [Results] A Minus-C OBP gene was successfully cloned from G. molesta and 
named GmolOBP14 ( GenBank accession no. MF066361). The cDNA sequence of GmolOBP14 contains 


an ORF of 411 bp that encodes 136 amino acids including four conserved cysteine residues, and the 


encoded protein belongs to Minus-C OBPs subfamily. GmolOBP14 was expressed in different tissues of 


male and female adults, and had significantly higher expression levels in male wing and female antenna 
than in other tissues. The purified recombinant GmolOBPI4 (rGmolOBP14) displayed binding abilities 
with 16 of the 35 tested ligands, and had higher binding affinities to pear ester and lauraldehyde with the 


dissociation constant K; values of 6. 92 and 12. 74 jumol/L, respectively. rGmolOBP14 had medium 


binding abilities to decanal, tetradecanal, (.E)-3-hexene-1-ol, benzyl alcohol and butyl hexanoate with 
the Ki values of 25. 54, 20.61, 24.35, 23.44, and 23.33 umol/L, respectively. rGmolOBP14 showed 


no binding activities to sex pheromones, suggesting that this protein is not involved in the perception and 


recognition of sex pheromones. [ Conclusion] Based on the expression profiles of GmolOBP14 and the 


binding affinities of its recombinant protein to ligands, it is speculated that GmolOBP14 not only 


selectively binds and transports volatiles of the host plant but also participates in other physiological 


processes except for olfaction. 


Key words: Grapholita molesta; odorant-binding protein; gene expression; protein purification; 


fluorescence competitive binding assay 





BUS oUm, RATE Eb HB T, Ex . 寻 偶 、 交 配 以 及 躲 
避 天 敌 与 不 适宜 生境 等 生命 过 程 中 起 着 重要 作用 
( Field et al., 2000) 。 气 味 结合 蛋白 (odorant-binding 
proteins, OBPs ) 是 昆虫 触角 感 需 中 一 类 关键 的 运输 
和 蛋 晶 ,能 够 选择 性 地 结合 并 将 环境 中 的 气味 分 子 通 
过 触角 感 器 淋巴 液 运 输 至 位 于 嗅觉 感受 神经 元 
(olfactory sensory neurons, OSNs) 上 的 气味 受 体 
(odorant receptors, ORs) ,激发 嗅觉 信号 传导 途径 ， 
从 而 引起 昆虫 对 外 界 环 境 的 反应 (yVogt and 
Riddiford, 1981; 王 桂 荣 等 , 2004) ,气味 结合 蛋 
是 昆虫 感知 外 界 环境 的 基础 (Pelosi et al., 2006) 。 
近年 来 , 随 着 基因 组 和 转录 组 测序 技术 的 迅速 发 展 ， 
已 在 鳞 翅 目 HWHH GUA H JRH H EA H F 
目 等 8 个 目的 多 种 昆虫 触角 中 鉴定 到 大 量 的 气味 结 
合 和 蛋白 基因 (Hekmat-Scafe et al., 2002; Grosse- 
Wilde et al., 2011; Liu et al., 2012; Bengtsson et al., 
2012; Gu et al., 2013; Cao et al., 2014; Niu et al., 
2016; Cui et al., 2017; Chang et al., 2017; Sheng et 



























































al., 2017; Wang et al., 2017) ,并 利用 效 光 替代 实 
验 RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 和 CRISPR- 
Cas9 基因 编辑 技术 探究 了 气味 结合 蛋白 在 选择 性 
识别 化 学 信息 物质 中 的 生理 功能 (Pelletier et al., 
2010; Rebijith et al., 2016; Zhu et al., 2016; Dong et 
al., 2017; Zhang et al., 2017) ,筛选 获得 了 众多 对 
目标 昆虫 有 特异 性 引诱 作用 的 化 合 物 。 

28 NC Grapholita molesta Eii E 
科 核 果 类 和 仁 果 类 果树 的 世界 性 害虫 BE RAER 
受害 最 为 严重 (Natale et al., 2004), 目前 ,主要 依 
靠 化 学 农药 防治 巢 小 食心虫 , 辅 以 性 信息 素 诱捕 和 
迷 疝 干扰 ( 陆 鹏 飞 等 , 2010)。 由 于 巢 小 食心虫 营 钻 
主人 危害 ,生活 隐蔽 , 当 幼 虫 峙 和 人 果实 后 化 学 药剂 防治 
果 较 差 ,多 频次 ,高 剂量 的 喷 施 农药 造成 害虫 抗 药 
生 、 杀 伤 天 敌 和 果品 污染 等 一 系列 问题 ,因此 探索 出 
一 种 高 效 .无 公害 的 新 方法 是 目前 防治 梨 小 食心虫 
或 待 解决 的 突出 难题 。 梨 小 食心虫 成 虫 具有 时 型 的 
随 季 节 性 转移 寄主 危害 的 习性 ,灵敏 的 嗅觉 系统 在 
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陈 秀 琳 等 : 梨 小 食心虫 Minus-C 气味 结合 


蛋白 的 分 子 克 隆 .表达 谱 及 结合 特性 分 析 773 





定位 寄主 .选择 产 卵 场所 等 活动 中 起 着 重要 作用 
( Natale et al., 2004) ,基于 对 挥发 物 介 导 的 梨 小 食 
心 虫 嗅觉 识别 机 制 的 研究 有 助 于 利用 生态 调控 手段 
防治 此 虫 。 前 人 通过 对 梨 小 食心虫 触角 转录 组 测序 
获得 了 大 量 的 气味 结合 蛋白 基因 ,并 对 部 分 典型 
OBPs 包括 性 信息 素 结 合 和 蛋白 (pheromone binding 
proteins, PBPs), 35 38H ^C Ek £i 4r ŒE A ( general 
odorant-binding proteins, GOBPs ) 和 触角 结合 蛋白 
(antennal binding proteins, ABPX) 的 结合 特性 进行 
研究 ,筛选 获得 了 几 种 对 梨 小 食心虫 有 强烈 电 生理 
活性 的 挥发 物 组 分 (Zhang GH et al., 2012; Song et 
al.，2014， 宁 月 芹 等 ,，2014; Li et al., 2016a, 
2016b) 。 目 前 , 对 梨 小 食心虫 Minus-C OBPs 和 
Plus-C OBPs 的 功能 未 见 研究 。 

本 研究 在 注释 梨 小 食心虫 触角 转录 组 数据 获得 
候选 Minus-C OBP 基因 的 基础 上 ,利用 RT-PCR 及 
DNA 测序 验证 获得 了 目标 基因 的 完整 编码 序列 , 通 
过 构建 原核 表达 系统 、Ni 离子 亲 和 层 析 技 术 获 得 了 
较 高 纯度 的 重组 蛋白 ,利用 荧光 竞争 结合 实验 测试 
了 重组 蛋白 与 性 信息 素 和 寄主 植物 挥发 物 的 结合 能 
力 ,推测 梨 小 食心虫 体内 Minus-C OBP 的 嗅觉 生理 
功能 。 













































































1 材料 与 方法 


1.1 HER 
供 试 梨 小 食心虫 于 2008 年 采 自 西北 农林 科技 
大 学 园艺 试验 站 , 供 试 虫 源 已 在 室内 连续 饲养 90 R 
代 , 每 年 春季 采集 野外 种 群 进行 复壮 。 幼 虫 用 人 工 
饲料 在 人 工 气候 箱 内 饲养 (杜娟 等 , 2010 ) ,饲养 条 
件 : 温 度 25 + 1% ,相对 湿度 6596 + 上 5% , 光 周 期 
15L: 9D。 待 老 熟 幼虫 化 师 后 分 肉 雄 置 于 人 工 气候 
箱 ,成 虫 羽 化 后 用 596 蜂蜜 水 饲养 至 实验 用 虫 。 
1.2 主要 试剂 

RNAiso Trizol 反 转 录 试 剂 盒 SuperScript"" First- 
Stand Synthesis RT-PCR, FastStart 
Universal SYBRGreen Master, DNA Marker, Æ 白 
Marker 和 克隆 载体 pMD9 19-T 购 自 TaKaRa 公司 ; 
胶 回 收 试 剂 盒 、 质 粒 提取 试剂 盒 、DH5a 和 DE3 
(BL21) 感 受 态 细胞 购 自 天 根 生 化 科技 有 限 公司 ; 
Taq DNA 聚合 酶 .内 切 酶 (BumH T 和 HindIII) , TA 
DNA 连接 酶 .脱脂 奶粉 、 抗 His 标签 鼠 单 克隆 抗体 、 
Goat Anti-Rabbit IgG ( H + L) ECL Western Blot Kit 
购 自 赛 默 飞 世 尔 科技 (中 国 ) 有 限 公 司 ; cOmplete 






































System for 








His-Tag Purification Resin W E] 2? [&( Roche) 7x &] , 4d 
小 食心虫 性 信息 素 购 自 Bedoukian Research Inc. ; 7€ 
光 探 针 N- 葵 基 -1- 蔡 腕 ( N-phenyl-1 -naphthylamine , 
1-NPN ) 购 自 Sigma-Aldrich 公司 。 
1.3 RNA 提取 及 模板 cDNA 合成 

参考 前 人 实验 ,收集 梨 小 食心虫 3 HARME HER 
虫 的 触角 (各 200 头 , 约 400 根 触 角 ) 、 头 (各 30 个 ， 
去 除 触 角 ) 、 胸 (各 10) 、 腹 (各 5)、 足 (各 需 50 头 虫 ， 
取 前 、 中 和 后 足 ) 和 翅 ( 各 需 80 头 虫 , 取 前 翅 与 后 
翅 ) 分 别 置 于 无 RNA 酶 的 离心 管 中 , 每 个 样品 3 次 
复 (Zhang GH et al., 2012) 。 参 照 RNA 提取 试剂 
说 明 书 提取 总 RNA, 用 核酸 蛋白 浓度 测定 仪 
(SimpliNano, GE) 测定 总 RNA 的 浓度 及 纯度 
( OD44/OD. 值 ) ,1. 096 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 总 
RNA 的 完整 性 。 利 用 DNase T 除去 总 RNA 中 的 基 
因 组 DNA 后 反 转 录 合 成 cDNA 58 1 链 , -80% 保存 
备用 。 
1.4 气味 结合 蛋白 基因 克隆 

以 1.3 节 梨 小 食心虫 肉 虫 触角 cDNA 为 模板 ， 
基于 如 小 食心虫 肉 忠 触角 转录 组 测序 数据 
(GenBank 登录 号 : SRRIA424578) (Li et al., 2015) 
设计 特异 性 引物 ( 表 1) 扩 增 候 选 Minus-C OBP 基因 
的 编码 序列 。RT-PCR 反应 体系 (25 pL): cDNA 模 
板 1 pL, 正 反 向 引物 (10 pmol/L) 各 1 uL, 10 x Taq 
Buffer 2. 5 uL, MgCl, (25 mmol/L) 2 uL, dNTPs 
(10 pmol/L) 0.5 pL, 去 离子 水 16.7 uL, Taq DNA 
聚合 酶 0.3 uL.PCR 反应 程序 : 95% 预 变 性 5 min; 
94*C 30 s, 56*C 30 s, 72 30 s,35 个 循环 ;最 后 
72% 延伸 7 min。 利 用 1. 5% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 
PCR 产物 ,将 符合 预期 大 小 的 DNA 片段 进行 纯化 、 
回收 后 连接 到 克隆 载体 pMD® 19-T 并 转化 至 感受 
态 细 胞 (DH5a ) , 蓝 白 斑 筛 选 后 随机 挑选 5 个 阳性 
克隆 在 的 LB 液体 培养 基 ( 含 50 pg/mL Amp) 中 过 
夜 震荡 培养 (37Y 220 r/min) ,然后 将 新 鲜 菌 液 送 
北京 奥 科 生物 科技 有 限 公司 测序 。 
1.5 气味 结合 蛋白 基因 序列 分 析 

利用 在 线程 序 ORF finder(https: // www. ncbi. 
nlm. nih. gov/ orffinder/ ) 预测 梨 小 食心虫 气味 结合 
蛋白 基因 的 开放 阅读 框 ,在 线 软件 SignalP 4. 1 
Server ( http: // www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 
预测 气味 结合 蛋白 的 信号 肽 序列 ,运用 DNAMAN $k 
件 进行 序列 比 对 ,利用 MEGA 6.0. 6 软件 采用 邻近 
法 ( neighbor-joining method ) 构建 系统 进化 树 
( Bootstrap: 1 000 次 ) (Tamura et al., 2011)。 
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1.6 气味 结合 蛋白 基因 在 梨 小 食心虫 不 同 组 织 中 
的 表达 量 分 析 

根据 目的 基因 与 内 参 基 因 B-actin (GenBank 登 
录 号 : KF022227. 1 ) 标准 曲线 ,发 现 扩 增 效率 均 在 
9096 — 11096 Z [8] ,证 明 目 的 基因 引物 与 内 参 基 因 引 
物 的 特异 性 良好 。 因 此 ,以 梨 小 食心虫 B-actin 基因 
为 内 参 , 利 用 CFX-96 实时 荧光 定量 PCR 仪 (Bio- 
Rad) 检测 梨 小 食心虫 气味 结合 蛋白 基因 在 成 虫 不 
同 组 织 中 的 表达 量 ,qPCR 所 需 引 物 见 表 1, qPCR 
总 反应 体系 (20 uL): SYBR Premix ExTaq™ 10 uL, 


cDNA 1 uL, ER [5] 5| 47 (10 jumol/L) 4& 0. 8 uL, 
ddH,O 7.4 pkL。 反 应 程序 : 95% 预 变性 3 min; 95% 
10 s, 60*C 30 s, 72% 延伸 30 s, 共 40 个 循环 ;最 后 
在 60%C ~95 忆 记录 熔 解 曲线 。 每 个 样品 3 次 技术 
复 3 次 生物 学 重复 。 利 用 2 "法 计算 目的 基因 
在 肉 雄 成 虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 ( Livak and 
Schmittgen, 2001) ,目的 基因 在 成 虫 不 同 部 位 间 的 
表达 量 差异 用 单 因 素 方差 分 析 (Turkey ' s) 进行 检验 
(a 20.05) ,在 肉 雄 间 的 表达 量 差异 用 独立 样本 了 
检验 (independent t-test) fl] (œ =0.05) 。 














表 1 本 研究 所 用 引物 


Table 1 Primers used in the research 















































引物 引物 序列 (5' -3 ) 引物 用 途 

Primers Primer sequences Usage of primers 
OBP14-F TTCAAAGGTTGCTGCATCTACA 放 阅 读 框 扩 增 
OBP14-R TTAGATTGTCACGCGTACATTA Amplification of ORF 
OBP14-qF CTTTCACCACCACCGCTG qPCR 
OBPI4-qR CGCAAGATTCCATACCCA 

Actin-F CTTTCACCACCACCGCTG 内 参 基 因 扩 增 

Actin-R CGCAAGATTCCATACCCA Amplification of the reference gene 
OBP14-eF CG GGATCCCTCGAACCTGAAAAAACCGCG 蛋白 原核 表达 
OBP14-eR CC AAGCTTGGTTAGATTGTCACGCGTACATTA Prokaryotic expression of protein 


BamH I ( GGATCC) 和 Hind Ill ( AAGCTT ) 的 酶 切 位 点 用 下 划 线 标记 Restriction sites of BamH I ( GGATCC) and Hind lll ( AAGCTT) are 


underlined. 


1.7 气味 结合 蛋白 的 原核 表达 与 蛋白 纯化 

以 1.3 节 梨 小 食心虫 肉 虫 触角 cDNA 为 模板 ， 
利用 带 有 酶 切 位 点 的 特异 性 引物 扩 增 梨 小 食心虫 气 
味 结 合 蛋 白 基因 去 信号 肽 的 核 苷 酸 序 列 。 将 扩 增 产 
物 纯化 回收 后 连接 至 克隆 载体 pMD @ 19-T, 并 转化 
到 感受 态 细胞 DH5a、 蓝 白斑 第 选 和 震荡 培养 后 提取 
质粒 DNA 并 测序 验证 。 将 含有 目标 片段 的 pMD® 
19-T/GmolOBP14 重组 质粒 DNA 和 pET-28a( + ) 质 
粒 DNA 用 限制 性 内 切 酶 BamH I 和 Hind lll f 37% 
酶 切 4 h, 纯 化 回收 后 在 T4 DNA 连接 酶 的 作用 下 将 
目的 片段 连接 到 表达 载体 pET28a( + ) 上 。 最 后 将 
组 表达 质粒 转化 到 BL21(DE3 ) 感受 态 细胞 , 28s 
培养 后 挑 取 单 菌落 于 LB 培养 液 中 振荡 培养 (37%C 
220 r/min, 12 ~ 16 h)。 将 小 量 培 养 后 的 菌 液 按 
1: 100( v/v) HERE Z 750 mL 含有 LB 液体 培养 基 中 
( 含 50 ug/mL Kan) ,37°C 220 r/min 振荡 培养 至 
OD, =0.6 ~0.8 时 加 入 终 浓度 为 0.5 mmol/L 的 
IPTG 使 诱导 培养 5 h ,收集 菌 体 后 用 超声 波 进行 破 
碎 处 理 (500 W, 45 次 ,每 次 10 s, 间 隔 10 s) ,4%C 
12 000 x g 离心 30 min 后 分 别 收集 上 清 与 沉淀 ， 
































SDS-PAGE 检测 蛋白 的 表达 情况 。 重 组 蛋白 表达 条 
件 的 优化 ,变性 , 复 性 ,透析 ,浓度 测定 ,保存 等 参照 
以 往 研究 OBPs 的 方法 (Zhang TT et al., 2012; Æ 
广 伟 , 2016) 进行 。 
1.8 Western blot 免疫 印迹 检测 

利用 半 干 法 转 膜 (电流 300 mA, 转 膜 时 间 60 
min ) 使 重组 蛋白 转移 至 固 相 载体 PVDF 膜 上 。 转 膜 
结束 后 ,将 PVDF 膜 浸泡 在 含有 5% 脱脂 奶粉 的 
TBST 封闭 液 中 过 夜 封闭 (4%C ) ,再 用 1: 8 000 (v/v) 
稀释 的 抗 His 标签 鼠 抗 单 克 隆 抗体 在 恒温 授 床 上 震 
荡 孵 育 2 h (25% 60 r/min) ,然后 用 含有 196 Triton 
X-100 的 TBST 洗 脱 液 洗 膜 5 次 (25%C ,恒温 揪 床 60 
r/min, 每 次 5 min) ,再 加 入 1:50 000 (vv) 稀 释 的 
山羊 抗 鼠 二 抗 室温 孵育 2 h, TBST 洗 脱 液 洗 膜 5 次 
(25*C ,恒温 摇 床 60 r/min, 每 次 5 min) ,最 后 加 入 
免疫 印迹 化 学 发 光 液 在 UVP 化 学 发 光 成 像 系统 
(ChemiScope 2950, ， 上 海 勤 翔 ) 中 显 色 观察 。 
1.9 ”荧光 竞争 结合 实验 

选用 35 种 配 体 ,其 中 4 种 是 梨 小 食心虫 的 性 信 
息 素 ,31 种 是 梨 小 食心虫 主要 寄主 桃 、 梨 的 挥发 物 
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成 分 (Carde et al., 1979; 田 长 平等 ,2009; 杜娟 ， 
2015) ,利用 了 -4600 诡 光 分 光 光 度 计 ( 岛 津 ， 日 本 ) 
测定 梨 小 食心虫 气味 结合 蛋白 重组 蛋白 与 这 35 种 
气味 配 体 分 子 的 结合 能 力 。 分 光 光 度 计 样 品 池内 安 
装 1 cm 光 通 径 的 四 通 面 石英 比 色 杯 ( 容 积 4 mL)。 
设 定 激发 波长 337 nm ,扫描 波长 370 ~550 nm ,发 射 
光 与 激发 光 狭 颖 宽度 均 设 为 10 nm, EJE 400 V。 将 
重组 蛋白 用 20 mmol/L Tris-HCl Æ nii ( pH 7.4) 稀 
释 至 2 pmol/L 的 测试 浓度 。(1) 首先 测定 重组 和 蛋 
白 与 菊 光 探 针 1-NPN 的 解 离 常数 :向 2 jumol/L EA 
溶液 中 以 1, 2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 
22 和 24 pmol/L 的 浓度 梯度 加 入 1-NPN 至 蛋白 与 
区 光 探 针 的 结合 达到 饱和 ,分 别 记录 每 个 梯度 下 产 
生 的 最 大 普 光 强度 值 ,根据 斯 卡 查 德 方程 
(Scatchard ) 计算 1-NPN 与 蛋白 的 解 离 常 数 Kao 
(2) 测 定 重 组 蛋白 和 气味 配 体 的 解 离 常数 :向 比 色 
杯 中 加 入 2 mL 2 pmol/L 重 组 蛋白 溶液 和 终 浓 度 为 
2 pmol/L Bj 2cJ6TR tT 1-NPN ,充分 混合 静 置 1 min, 
然后 记录 初始 荧光 值 。 气 味 挥发 物 标 样 以 终 浓 度 
2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 30 4135 pmol/L 的 梯度 
(性 信息 素 的 浓度 梯度 : 1,2, 4, 6, 8, 10, I2 和 14 
hmolL) 加 入 到 蛋白 和 1-NPN 的 混合 溶液 中 ,记录 
































最 大 的 荧光 强度 值 ,每 个 样品 3 次 重复 。 假 设 蛋白 
活性 为 100% ,在 饱和 情况 下 蛋白 和 配 基 结合 的 比 
例 为 1: 1, 根 据 公 式 K, = | IC, )/C1 € [ 1-NPN ]/ 
Kia) 计算 蛋白 与 气味 配 体 的 解 离 常 数 Ki, 其 中 
ICso 为 气味 配 体 使 荧光 值 降低 到 初始 荧光 值 一 半 时 
的 浓度 ( 配 基 能 替换 50% 的 1-NPN 时 的 浓度 )， 
[1-NPN] 为 未 结合 的 1-NPN TK BE, Kos 为 
GmolOBP14 与 1-NPN 的 解 离 常 数 ( Qiao et al., 
2011), 








2 结果 
2.1 基因 克隆 与 序列 分 析 

对 注释 梨 小 食心虫 触角 转录 组 数据 获得 的 一 个 
候选 OBP 基因 进行 克隆 ,并 利用 传统 DNA. 测序 校 
正 了 转录 组 测序 和 拼接 组 装 中 的 错误 碱 基 , 获 得 了 
该 基因 的 完整 编码 序列 , 命名 为 CmolOBP14 
(GenBank 登录 号 : MF066361 ) 。GmolOBP14 开放 
阅读 框 (ORF) 全 长 411 bp ,编码 136 个 氨基 酸 残 基 ， 
氨基 酸 序列 的 N- 末 端 有 由 22 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 
言 号 肽 序列 (图 1) ,预测 的 分 子 量 为 15.8 kD ,等 电 
点 为 6.87 , 呈 弱 酸性 。 

















»GmolOBP14 
[ETG] CGT TAC ATT ACA GCA CTG TGT CTC ATA TTT GCT CTG GAG TGT ACC TGT GAA GTG GTA 60 
M R T T T A L c Ln E F A L E e T C E v v 20 
ATA CAA CTC GAA CCT GAA AAA ACC GCG AAA GTA ATT GAA AGT GCC GTA AAA TGT ACT GGG 120 
F Q L E P E K qu A K v (E E S A Uh K C» ds G 40 
AAA TAT GGA CTT GAC CTC GAG GTG CTG CAA AGG CTA AGA AAC AAA GAG AGA ACG AAG GAT 180 
K A G L D L E v 五 Q R L R N K E R P K D 60 
GAG AAG TTC TTA AAA TTT TTA TAC TGC ACA CTT GAT GAC CTT AAA GTC GTG AAG AAA AAT 240 
E K F L K F L Y (£5 时 Ln D D Ty K v v K K N 80 
GGA TAC TAT ATT GAA GAA GAA GCT CTG AAA TTT GTA CCT AAA CAG CAT AAA GCG CTT ATT 300 
G bA hd iE E E E A Jy K F gi P K Q H K A L E 100 
AAA AAA GCT CTG GAG GAA TGC AAT AAG GAA CCA GGG AAG AAT CGC ATT GAT GTT TTG TAT 360 
K K A L E E © N K E P G K N R T D v L M 120 
AAT GTT TCT AGA TGT TTG GAA GAT AAA AGT AAT GTA CGC GTG ACA ATC [TAA] 411 
N v s R e L E D K S N v R v T T + 136 
到 1 梨 小 食心虫 Gmol0BP14 BEZTEBR ME AERE A) 











Fig. 1 
下 划 线 表示 预测 的 信号 肽 序列 ,绿色 贺 




















Nucleotide and deduced amino acid sequences of GmolOBP14 of Grapholita molesta 
圈 表 示 4 个 保守 的 半 胱 氮 酸 残 基 , 方 框 表示 起 始 密码 子 与 终止 密码 子 。The predicted signal peptide 





sequence is underlined, four conserved cysteines are marked by a green circle background, and the initiation and termination codons are marked by 


rectangles. 


2.2 GmolOBP14 多 序列 比 对 及 进化 树 分 析 
与 其 他 昆虫 的 Classic OBPs 和 Minus-C OBPs 多 
序列 比 对 发 现 ,GmolOBP14 有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 
残 基 , 氨基 酸 序列 中 第 2 位 和 第 5 位 的 半 胱 氨 酸 残 
基 分 别 被 赖 氨 酸 (lysine, K) PEAR (isoleucine, 
IJ) 所 取代 , GmolOBP14 在 序列 结构 上 属于 Minus-C 
OBPs 亚 家 族 蛋 白 ( 图 2)。 将 GmolOBP14 与 其 他 昆 


"hii 16 种 OBPs 构建 系统 进化 树 发 现 ,所 选择 的 
OBPs 分 别 聚 类 到 3 个 不 同 的 进化 校 , BI“ Classic 
OBP”,“Minus-C OBP” 和 “Plus-C OBP” 进 化 枝 ( 图 
3) 。 本 研究 克隆 获得 的 GmolOBP14 i vb SUCK 2 9 
Eogystia hippophaecolus EhipOBP 等 聚 类 到 独立 的 
Minus-C OBPs ZEfEBz CE] 3) ,表明 它们 之 间 在 进化 
关系 上 更 加 紧密 ,与 多 序列 比 对 结果 一 致 。 
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ÉGmolOBPI4 . 4.9 ye ciues Rate sie s xs mie sre ace RT xe LEPERTARVIESAVH 23 
BacrOBPR3G 全 下 LYTQEVAVSEPRDATTIVVEAMES 32 
EhiBOBBE — e rierepen a a RR RR QQVIRLEPDVNSRLLPIITQ[eVSE: 28 
AyamABBT eee SH Oe E EROR a S SNR S EON O NNVBHLTGAQKEIATELSAH 下 axEs VK 27 
MpulOBDo NR Nr E M METRE TE NS E ETE QS ESTEE PS RS EOS EKLPDWVSDDMIEMVAEDEA 28 
下 ER 全 MVAEDEA 16 
MOUTOBBS a E E E E E E RELEDNYSDDHIEHYGEDR 28 
RpalOBP4 ^—— ver eee pn NS AEE IU EN N EEE IER STE E DEMKELAQQLHN 21 
we BBB A E KLPDWVPAEIIDMAQGEKG 28 
DhHelOBEYRS eroe e EE SIE RETENIR OPER TE MR IN A DEMEEVLQTLHD 23 
ACEFOBPL 0 Mo Rte EI na xis e nisal RIS UE aa a Yon E EUR n APDWVPPEVFDMVAEDRA 27 
CpalOBB4. ——— Cu lg EE NN NES MMFDRSKLVELICLIVGNNLYYTYALTEAQMASTANLMREMS 49 
DantOBP2.^e Uses sinn ax nsus jer eR EUR A feel eo ea QRVEPRRDDTYPPPDLLAKLKEVHIT[ 34 

GGmnolOBP14 LEVLQRLRNK.ERTEBER.. 86 
BmorOBP83a PNVÉEVISSG.KVSEBER.. 35 
EhipOBP PSIVLELSSM.RKISNEEQ.. 32 
AyamABP7 PAVLAEADRKG.QYTDÉGG.. 31 
MpulOBP9 QGLIÉDEVNEG.RKLPTBES.. 91 
BterGOBP83a  QAQEDEVDEG.VLEDBTS.. 79 
MpulOBP5 QGLEDEVNEG.RKLPTBRS.. 91 
RpalOBP4 EDARTNARAG.TFTDBER.. 84 
MmedPBPi EDMÉNMVNEG.NIPNBPR.. a1 
DhelOBP18 PSIÉGETMAEREKLPEBTDE.. 84 
AcerOBPi QAQEDEVDEKG.NLVNEPS.. 30 
CpalOBP4 DEQENNEHEG.VFDDBER.. 114 
DantOBP2 EDAEEKEFSDE.EIHEBDL.. 97 

C5 C6 
* . 

GGmnolOBP14 KEPBENRIDVLYNVSHELEDKSNVRVII 114 
BmorOBP83a .K 21.4 Ae FEQET SËVRVTL 122 
EhipOBP EKESBQDPADTTFRIFHEFIERTEVLISF 120 
AyamABP7 NESBEDAVDTSYEIFHeYNSGVSTHVLL 119 
MpulOBPS AQPBADNCEEMYNIGV[eVCAKDESM 119 
BterGOBP83a PA moron [BhnMAE e 107 
MpulOBP5 AQPBADNCERMYNIGVIEVQAK Suy M 119 
RpalOBP4 TI ANACDNVWLIQd YYKENBEHYEL 112 
MmedPBPi EQ ABNCERVYRIA ISUCSK SBDMWEM 119 
DhelOBP18 SEPBANDCEVAYNTHAZ[SWLADNEBDNYML 112 
AcerOBPi ET SDNCDEMYN ILAHSVQESE...... 112 
CpalOBP4 SADTGDKCEPA FAHe IZ 142 
DantOBP2 YPRÉDTNCERAFWLH [PHEEADPVHYEL 125 





2. GmolOBPIA 与 其 他 昆虫 OBPs 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 2 Amino acid sequence alignment of CmolOBP14 with OBPs from other insect species 
OBP 蛋白 来 源 物种 及 GenBank 登录 号 Origin species of the OBPs and their GenBank accession numbers; GmolOBP14 ; 梨 小 食心虫 Grapholita molesta 
( MF066361) ; BmorOBP83a; Z&*& Bombyx mori ( XP. 004932340. 1) ; EhipOBP ; 73i JI 2 Eogystia hippophaecolus ( 40612871. 1) ; AyamABP7: 
H AKJE& Antheraea yamamai ( AD095155. 1); MpulOBPO ; PEJE & HE Meteorus pulchricornis ( AQN78387. 1) ; BterGOBP83a; 欧洲 能 蜂 Bombus 


terrestris ( XP. 003393962. 3) ; MpulOBP5; PEJE Æ Meteorus pulchricornis ( AQN78383. 1) ; RpalOBP4: 





棕榈 象 甲 Rhynchophorus palmarum 


( AA064978. 1) ; MmedPBPI1 ; 中 红 侧 沟 草 蜂 Microplitis mediator ( 4BM05973.2) ; DhelOBP18; EX 2f HH Dastarcus helophoroides ( AIX97064. 1) ; 
AcerOBP1 : 东方 蜜蜂 Apis cerana ( ABD97847. 1) ; CpalOBPA; 大 草 蛤 Chrysopa pallens ( AKW47201. 1) ; DantOBP2: ZE }Ẹ® Delia antiqua 
(BAIS2442.1). 深蓝 色 ,粉色 . 浅 蓝 色 阴 影 和 无 阴影 分 别 表示 氨基 酸 序列 一 致 性 为 100% , 7596 , 5096 和 50% 以 下 ; 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 
以 C1 - C6 标记 。The amino acids with 100% , 7596 , 5096 , and below 50% identity are in dark blue, pink and light blue shades, and without shade, 

















respectively. The six conserved cysteines are indicated with C1 — C6. 


2.3 GmolOBPI1A 的 表达 特点 分 析 

根据 目的 基因 与 内 参 基 因 B-actin 标准 曲线 ,发 
现 扩 增 效率 均 在 90% ~ 11096 zz [8], WEH E] F5 3:6 DA] 
引物 与 内 参 基 因 引 物 的 特异 性 良好 。 因 此 ,以 巢 小 
食心虫 B-actin 基因 为 内 参 ,运用 qPCR 测定 了 
Gmol0BP14 在 成 虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 。 测 
定 结果 表明 ,GmolOBP14 在 梨 小 食心虫 成 虫 不 同 组 
织 中 均 有 表达 ,在 雄 虫 起 中 的 表达 量 显著 高 于 雄 虫 
其 他 组 织 ,分 别 是 雄 虫 触角 k (A ER RR) 、 胸 、 腹 
和 足 部 中 表达 量 的 6. 97, 36.17, 52.36, 39.88 和 
3. 39 fit; GmolOBP14 在 肉 虫 触角 中 的 表达 量 显著 高 














于 雌 虫 其 他 组 织 ,分别 是 头 ( 去 除 触角 ) 胸 、 腹 、 足 
和 翅 部 中 表达 量 的 7.04， 8.75, 28.06, 2.24 和 
2.27 倍 。CmolOBP14 在 梨 小 食心虫 成 虫 触角 、 胸 、 
志和 足 中 的 表达 量 存在 性 别 差异 ,在 肉 蛾 触角 和 胸 
部 中 的 表达 量 显 著 高 于 雄 蛾 (P = 0. 001 ) TE HEC 
和 是 中 的 表达 量 显 著 高 于 上 肉 蛾 (分 别 为 P=0.041， 
P=0.019)( 图 4)。 
2.4 GmolOBP14 的 原核 表达 及 纯化 

将 成 功 构 建 的 原核 表达 重组 质粒 pET-28a 
( + )/GmolOBP14 DNA 转化 到 感受 态 细胞 BL21 
(DE3) ， 经 IPTG 诱导 表达 后 用 1596 SDS-PAGE 检 











7 期 陈 秀 琳 等 : 梨 小 食心虫 Minus-C 气味 结合 蛋白 的 分 子 克 隆 、 表 达 谱 及 结合 特性 分 析 777 

















$. 
& X 


CsupOBP1 





图 3 基于 氨基酸 序列 构建 的 GmolOBP14 与 其 他 昆虫 已 知 OBPs 的 系统 发 育 树 ( 邻接 法 ) 
Fig. 3 Phylogenetic tree based on the amino acid sequence of GmolOBP14 and OBPs from other insects using neighbor-joining method 
OBPs 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of OBPs and their GenBank accession numbers; 梨 小 食心虫 Grapholita molesta ( GmolOBP14 ; MF066361 ) ; 
VP CK EK Eogystia hippophaecolus ( EhipOBP; A0GI2871. 1) ; H AKTE & Antheraea yamamai ( AyamABP7; ADO95155. 1) ; #84518 Helicoverpa 
armigera ( HarmOBP2; AEB54586. 1; HarmOBP16; JQ753074; HarmOBP17: AFI57166; HarmOBP18; AFI57167); 二 化 Chilo suppressalis 
(CsupOBP1: AGK24577.1) ; FRIR Heliothis virescens ( HirOBP; ACX53795. 1) ; 桃 星 蜡 Conogethes punctiferalis ( CpunOBP5; ALC76545.1) ; 
双 委 夜 蛾 Athetis dissimilis ( AdisOBP7 ; ALZAS422. 1) ; 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua ( SexiOBP7 ; AGH70103. 1; SexiOBP17; AKT26495. 1) ; 小 地 老 
JE Agrotis ipsilon ( AipsOBP6; AGR39569. 1) ; Z& R llE. Ectropis obliqua. ( EoblOBP7; ALS03855. 1) ; 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta. ( HassOBPI16; 
AGC92791.1; HassOBP35; ASA40073.1). 各 分 支 上 的 数字 为 自 举 值 (1 000 次 重复 抽样 检验 ) Numerals on each node represent bootstrap values 
from 1 000 replicates. 
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图 4 GmolOBP14 在 梨 小 食心虫 成 虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig. 4 Relative expression level of GmolOBP14 in various tissues of Grapholita molesta adults 
柱 上 小 写字 母 和 大 写字 母 分 别 表示 雌 虫 和 雄 虫 不 同 组 织 间 的 表达 量 差 异 显著 (Tukey 氏 检 验 , a 20.05) 。 星 号 表示 同一 组 织 肉 雄 虫 之 间 表 达 
量 差异 显著 (独立 样本 1 检验 , a =0. 05 ) 。Lowercase and capital letters above bars indicate significant difference in expression levels among different 


tissues of female and male adults, respectively ( Tukey’ s test, œ 20. 05) , while the asterisks indicate significant difference in expression levels in the 




















same tissue between two sexes (independent t-test, œ 20.05). 
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测 发 现 重 组 蛋白 GmolOBP14 以 包涵 体 的 形式 存在 小 约 16 kD 的 单一 条 带 。Western blot 免疫 印迹 检 
(图 5: A)。 重 组 蛋白 经 8 mol/L 尿素 变性 、 胱 氨 。 测 也 在 相应 位 置 产生 特异 性 条 带 , 表 明 此 特异 条 带 
酸 / 半 胱 氨 酸 系统 复 性 、 纯 化 和 透析 后 成 功 获得 了 大 ”为 目的 条 带 ( 图 5.: B). 





图 5 pET-28a( + )/GmolOBP14 表达 产物 SDS-PAGE 分 析 (A) 和 Western blot 检测 (B) 

Fig. 5 SDS-PAGE analysis (A) and Western blot detection (B) of recombinant pET-28a( + )/GmolOBP14 
M1, M2: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 未 经 IPTG 诱导 的 pET28a( + )/GmolOBP14 菌 体 pET-28a( + )/GmolOBP14 before 
IPTG induction; 2; IPTG 诱导 的 pET-28a( + )/GmolOBP14 菌 体 pET-28a( + )/GmolOBPI4 after IPTG induction; 3; IPTG 诱导 的 pET-28a( + )/ 
GmolOBP14 菌 体 上 清 Supernatant of pET-28a( + )/GmolOBP14 induced by IPTG after sonication; 4; IPTG 诱导 的 pET-28a(  )/GmolOBP14 Tij 
沉淀 Sediment of pET-28a( + )/GmolOBP14 induced by IPTG after sonication; 5: 纯化 后 的 pET-28a( + )/GmolOBP14 融合 蛋白 Purified fusion 
protein of pET-28a( + )/GmolOBP14 ; 6; Western bolt 检测 纯化 后 的 pET-28a( + )/GmolOBP14 融合 蛋白 Purified fusion protein of pET-28a( + )/ 
GmolOBP14 detected by Western blot. 















































2.5 GmolOBP14 与 气味 配 体 的 结合 能 力 增 大 而 逐渐 增强 ,最 终 蛋 白 和 1-NPN 的 结合 达到 饱 
重组 蛋白 GmolOBP14 在 337 nm 激发 光波 长 下 和 ,通过 结合 曲线 和 Scatchard 方程 计算 出 

自身 无 明显 的 内 源 荧光 信和 号, 当 以 2 ymol/L 的 浓度 GmolOBP14 与 1-NPN 的 解 离 常 数 为 15.35 wmol/L 

梯度 逐次 加 入 1-NPN 溶液 时 在 410 nm 进行 严 光 扫 — (F6), 

描 。 荧 光 强 度 值 的 增幅 随 加 入 1-NPN 浓度 的 不 断 
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6 ”GmolOBP14 与 1-NPN 的 结合 曲线 及 斯 卡 查 德 方程 
Fig. 6 Binding curve of recombinant GmolOBP14 with 1-NPN and Scatchard plotting 

















M 9e JG 3 PA SC S np DUE IB, E ZH FREU Fiet s [ (Z) -8-dodecenyl acetate, Z8-12: AC], 
GmolOBP14 与 犁 小 食心虫 性 信息 素 组 分 乙酸 - 顺 -8- 乙酸 - 反 -8- 十 二 碳 烯 酯 [( 巨 )-8-dodecenyl acetate , 
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E8-12; AC |]、 顺 -8- 十 二 碳 烯 -1- 醇 | ( Z ) -8-dodecenyl 

alcohol，Z8-12: OH ] fl F — ké E ( dodecanol, 12: 

OH) 没 有 结合 活性 ,表明 GmolOBP14 不 参与 性 信息 
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素 的 感受 .识别 和 运输 (图 7: A)。 在 待 测 的 31 种 
桃 、 梨 和 苹果 挥发 物 中 , 仅 有 16 种 气味 配 体 能 将 欧 
光 探 针 1-NPN 从 重组 GmolOBP14 蛋白 溶液 中 替换 
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图 7 气味 配 基 分 子 竞争 GmolOBP14 5j 1-NPN 的 结合 


Fig. 7 Competitive binding of odorant molecules and 1-NPN with recombinant protein GmolOBP14 
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50% 以 上 ,表明 GmolOBP14 的 气味 结合 谱 较 窗 , 具 
有 选择 性 识别 寄主 植物 挥发 物 的 特性 ( 表 2, 图 7: 
B -F)。 重 组 蛋白 GmolOBPIA 与 部 分 醛 醇 、 酯 和 
青 类 配 基 有 结合 活性 ,其 中 与 梨 酯 和 十 二 醛 的 结合 
能 力 较 强 , 解 离 常数 K; 分 别 为 6.92 和 12.74 pmol/ 
L; 53 HR , 顺 -3- 己 烯 -1- 醇 、 葵 甲醇 和 已 酸 丁 


S 








酯 具有 中 等 的 结合 能 力 ,Ki 分 别 为 25. 54, 20. 61, 


24.35, 23. 44 和 23. 33 pmol/L; 与 反 -2- 已 烯 醛 、 已 





醛 .十 六 醇 、. 乙 酸 丁 酯 、 丁 酸 丁 酯 .水 杨 酸 甲 酯 .十 四 





FR FH Ha AIT ERES BI i S Be 7J d 99 , K, 均 在 30. 00 
pmol/L 以 上 ( 表 2)。 


表 2 重组 蛋白 GmolOBP14 与 气味 挥发 物 的 结合 能 力 
Table 2 Binding ability of the recombinant GmolOBP14 with volatile odor molecules 














































































































气味 标 样 来 源 CAS 号 纯度 (% ) ICso K; 
Ligands Source CAS accession no. Purity ( pmol/L) (hmolL) 
性 信息 素 Sex pheromones 
乙酸 - 顺 -8- 十 二 碳 烯 酯 (2Z) -8-Dodecenyl acetate Finetech 28079-04-1 »95.0 (AR) - = 
乙酸 - 反 -8- 十 二 碳 烯 酯 (E)-8-Dodecenyl] acetate Finetech 38363-29-0 >95.0 (AR) 一 一 
顺 -8- 十 二 碳 烯 -1- 醇 (Z)-8-Dodecenyl alcohol Finetech 40642 40-8 »98.0 (AR) - - 
十 二 碳 -1- 醇 Dodecanol Finetech 112-53-8 »99.0 (GC) - - 
醛 类 Aldehydes 
反 -22- 已 烯 醛 ( 刁 )-22-Hexenal Alfa 85761-70-2 98.0 (AR) 34.66 +0.27 32. 40 
CL EE Hexanal TCI 66-25-1 295.0 (AR) 32.17 +0.16 30.07 
茶 甲 醛 Benzaldehyde Aladdin 100-52-7 z99.5 (GC) - - 
HER Heptanal Aladdin 111-71-7 97.0 (AR) 34.42 +0.60 32.17 
TRE Nonanal Sigma 124-19-6 95.0 (AR) 一 一 
3S Decanal Aladdin 112-3312 97.0 (AR) 27.32 +0.41 25.54 
十 二 醛 Lauraldehyde Sigma 112-54-9 98.0 (AR) 13.63 +0.06 12.74 
十 四 醋 Tetradecanal Alfa 124-254 95.0 (AR) 22.06 +0.69 20.61 
醇 类 Alcohols 
顺 -3- 己 烯 -1- 醇 (Z)-3-Hexen-1-ol Sigma 928-96-1 98.0 (AR) 26.05 +0.38 24.35 
1-C BS 1-Hexanol TCI 111-27-3 »98.0 (AR) 
2 H EE Benzyl alcohol Alfa 100-51-6 >99.0 (GC) 25.08 +0.63 23.44 
芳 樟 醇 Linalool Alfa 78-70-6 >99.0 (GC) 一 一 
XE n-Decyl alcohol Alfa 112-30-1 »99.0 (GC) - - 
十 四 醇 Tetradecanol Aladdin 112-72-1 >98.0 (AR) 一 一 
FE4EASUEE Nerolidol Sigma 7212-44-4 >98.0 (AR) - = 
十 六 醇 Hexadecanol Aladdin 36653-82-4 »99.0 (GC) 24.00 x 0.68 31.78 
酯 类 Esters 
ZR T fi Butyl acetate Aladdin 123-864 99.0 (AR) 33.80 +0.38 31.59 
AB Pear ester TCI 3025-30-7 z97.0 (GC) 7.41 +0.17 6.92 
ZR -JL-3- CS RR Cis-3 -Hexenyl acetate TCI 3681-71-8 »97.0 (GC) - - 
丁 酸 丁 酯 Butyl butyrate Aladdin 109-21-7 >99.0 (GC) 31.54 x0.52 30.01 
水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate Sigma 119-36-8 三 99.0 (GC) 34.51 +0.59 32.20 
己 酸 丁 酯 Butyl hexanoate Aladdin 626-82-4 z99.5 (GC) 24.96 +0.90 23.33 
AREE H S Methyl jasmonate Sigma 3994-522 98.0 (AR) - - 
十 四 酸 甲 酯 Methyl myristate TCI 124-10-7 z95.0 (GC) 33.46 +0.59 31.27 
六 酸 甲 酯 Methyl palmitate Aladdin 124-10-7 三 98.0 (GC) - - 
MiZ Terpenes 
a-k Ais o.-Pinene Sigma 80-56-8 98.0 (AR) - - 
a- E s o.-Ocimene Aladdin 13877-91-3 z90.0 (AR) - - 
( -) xis ( — ) -Camphene Sigma 79-92-5 z98.0 (GC) - - 
B-A rs B-Caryophyllene Sigma 87-44-5 97.0 (AR) - - 
HEZ Nitriles 
ZKHH li Benzonitrile TCI 100-47-0 »99.0 (AR) - - 
柠檬 且 Geranyl nitrile Aladdin 5146-66-7 98.0 (AR) 34.52 +0.24 33.19 








Co: 配 体 置换 50% 1-NPN 时 的 浓度 The concentration of ligand halving the initial fluorescence intensity; Ki : 解 离 常 数 Dissociation constant. AR; 


Ly 纯 Analytical reagent; GC: 气相 色谱 Gas chromatography; - : 不 





Non-binding. 
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al., 2012) , GmolOBP14 在 雄 成 虫 翅 部 和 雌 虫 触角 
3 讨论 中 的 表达 量 最 高 ,在 头 (去 触角 ) . 胸 、 腹 和 足 中 有 小 


本 研究 在 注释 梨 小 食心虫 触角 转录 组 的 基础 上 
克隆 了 一 个 Minus-C OBP 基因 Gmol0BP14, 同 时 也 
是 在 巢 小 食心虫 触角 中 发 现 的 唯一 一 种 Minus-C 
OBP, 与 典型 OBPs 的 特征 序列 CI-X;,4,-C2-X,-C3- 
X143-C4-Xs ,4-C5-X,-C6 和 C1-X,,4,-C2-X,-C3-X,, 44- 
CA-X, ,,-C5-X,-C6( X 为 除 Cys 以 外 的 其 他 氨基 酸 ) 
相 比 ,GmolOBP14 的 氨基 酸 序 列 中 仅 有 4 个 保守 的 
Cys 残 基 ,其 第 2 位 和 第 5 位 的 Cys 被 其 他 氨基 酸 所 
取代 (Hekmat-Scafe et al., 2002) 。 经 BLASTx 序列 
比 对 发 现 ,GmolOBP14 与 其 他 昆虫 已 知 OBPs 的 氮 
基 酸 序列 一 致 性 非常 低 , 如: GmolOBPI4 与 家 看 
Bombyx mori BmorOBP83a 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 最 
高 ,但 仅 为 31% (Gong et al., 2009) ; 5 Vb CK FEIR 
Eogystia hippophaecolus EhipOBP 的 氨基 酸 序 列 一 致 





量 表达 。 根 据 前 人 对 昆虫 OBPs 基因 在 不 同 组 织 中 
的 表达 量 测定 可 以 发 现 , 绝 大 部 分 OBPs 基因 在 昆 
虫 触角 中 特异 性 或 高 丰 度 表达 ,也 有 部 分 OBPs 基 
因 在 其 他 非 嗅 觉 功 能 的 组 织 或 器 官 中 表达 , 如 
Csup0BP1 在 二 化 旦 幼虫 头 部 及 成 虫 足 和 翅 中 高 丰 
度 表 达 ,推测 CsupOBP 与 调节 肉 虫 在 寄主 植物 叶 
片上 的 产 卵 有 关 ; 胡 蜂 Polistes dominulus PdomOBP1 
和 大 黄蜂 Vespa carbro OBPs 基因 在 足 足 节 和 要 中 表 
达 ( Calvello et al., 2003, 2005); 埃及 伊 蚊 Aedes 
aegypti 的 OBPs 和 小 地 老虎 Agrotis ypsilon AipsOBP6 
在 性 腺 中 表达 ,推测 与 性 信息 素 释 放 后 的 运输 及 雌 
蛾 检测 自身 释放 性 信息 素 的 过 程 有 关 ( Li et al., 
2008; Gu et al., 2013) 。 梨 小 食心虫 雄 成 虫 具有 振 
翅 挤 压 尾 刷 释放 信息 素 吸引 上 肉 虫 交配 的 习性 
( Nishida et al., 1982) , GmolOBP14 在 雄 虫 怒 中 存在 





























性 其 次 , 仅 为 28% (Hu et al., 2016) 。 前 人 对 二 化 
WE Chilo suppressalis 、 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera 和 
FY KIR Periplaneta americana 的 Minus-C OBPs 研 
究 也 发 现 , 此 类 和 蛋白 与 同 种 个 体 中 Classical OBPs 和 
Plus-C OBPs 的 氨基 酸 序列 一 致 性 较 低 ( 魏 丹 等 ， 
2013; Li et al., 2013, 2017), 8 H Æ E hJ Minus- 
C OBPs Zi Et H Sj Ib PAA HE LEE HE EER ,OBPs 向 
着 产生 更 多 Cys 残 基 的 方向 进化 ,形成 含有 更 多 二 
硫 键 支撑 结构 的 OBPs 以 适应 对 特殊 气味 物质 的 识 
Jill (Gong et al., 2009; Grosse-Wilde et al., 2011; Liu 
et al., 2012; Cao et al., 2014) , KICA 3c ds 3e HH 
GmolOBP14 对 气味 配 体 有 强烈 的 选择 识别 特性 ,前 
人 研究 发 现 棉铃 虫 2 个 Mlinus-C OBPs 
( HarmOBP17 与 HarmOBPI18 ) — 4% f Mlinus-C 
OBP (CsupOBP1 ) 对 寄主 挥发 物 B- 紫 罗兰 酮 有 较 强 
的 结合 能 力 , 表 明 它 们 在 对 识别 寄主 植物 气味 中 起 
作用 ( 魏 丹 等 , 2013; Li et al., 2013) 。GmolOBP14 
XTARURECRIT- — RE 2e AL RENI 28er T TE SESS BERE 
14 种 寄主 植物 挥发 物 表 现 出 中 等 或 微弱 的 结合 活 
性 ,对 4 种 性 信息 素 和 其 他 15 种 气味 配 体 没有 结合 
活性 。CmolOBP14 对 气味 物质 有 强烈 结合 活性 , 结 
A RÉ 较 GmolGOBP1， GmolPBP2, GmolOBP8, 
GmolOBP11 和 GmolOBPI5 等 典型 OBPs ^E, 推测 
GmolOBPI4 在 特异 性 识别 寄主 植物 挥发 物 方面 发 
挥 着 一 定 作 用 。 

明确 基因 表达 谱 是 研究 基因 功能 的 重要 途径 ， 
基因 的 生理 功能 通常 与 其 表达 的 组 织 有 关 ( Hua et 





























高 表达 量 ,推测 Gmol0BP14 在 雄 虫 这 中 的 高 丰 度 表 
达 与 调控 雄 虫 振 翅 释放 信息 素 的 行为 有 关 。 此 外 ， 
GmolOBP14 在 瞧 虫 触角 中 的 表达 量 显 著 高 于 雄 虫 ， 
与 棉铃 虫 HarmABP1 雌 虫 触角 中 的 表达 量 显著 高 于 
雄 虫 触角 的 研究 结果 (Zhang et al., 2011) 一 致 , 表 
HH Gmol0BP14 在 肉 虫 定位 产 卵 场所 起 到 作用 。 

在 供 试 的 31 种 桃 、 梨 和 苹果 挥发 物 中 ， 
GmolOBP14 对 梨 酯 具有 强烈 的 结合 活性 , 解 离 常数 
为 6.92 pmol/ L , z& BH 28 fs E GmolOBP14 的 重要 配 
体 。 已 有 研究 表明 , LUN Eu od GmolOBPS, 
GmolOBP11 和 GmolOBPI5 均 可 结合 4 种 性 信息 素 
组 分 的 几 种 ,与 本 研究 中 的 其 他 30 种 气味 配 体 的 结 
合 谱 较 广 ( 除 梨 酯 外 ) ,分 别 对 25, 26 和 22 种 气味 
配 体 有 结合 能 力 。 在 本 研究 中 添加 了 一 种 气味 配 
体 一 一 到 酯 , 梨 酯 是 刘 属 果实 成 熟 时 的 挥发 物 组 分 ， 
对 梨 小 食心虫 的 近 缘 物种 苹果 才 蛾 Cydia pomonella 
的 怀 卵 瞧 虫 具有 强烈 的 引诱 作用 (Yang et al., 
2004; Knight et al., 2005; Pasqualini et al., 2005) ， 
但 梨 酯 并 不 能 引起 梨 小 食心虫 明显 的 行为 反应 。 出 
现 这 种 现象 的 原因 可 能 有 :一 是 梨 小 食心虫 对 寄主 
植物 的 响应 是 基于 对 植物 化 学 指纹 图 谱 的 识别 , 梨 
酯 仅 是 构成 寄主 植物 化 学 指纹 图 谱 的 一 种 组 分 , 故 
单 组 分 并 不 能 在 行为 上 表现 出 引诱 活性 ,类 似 茶 甲 
VS ER ZH A BU TE AC C. R-L-3- C. 6 RR JUUL-3- C. Hf 
醇 \ 反 22- 己 烯 醛 和 茶 甲 醛 的 混合 物 (69. 84: 14. 64: 
13.26:2.26, m/m) 并 不 能 引起 梨 小 食心虫 的 行为 
反应 ,但 当 加 入 质量 分 数 为 0. 14% DS] P it Je o er 
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物 对 梨 小 食心虫 的 引诱 效果 与 天 然 桃 树 嫩 梢 相当 
(I? ichev et al., 2009) ;二 是 在 长 期 的 进化 过 程 中 ， 
梨 小 食心虫 的 嗜 食性 寄主 植物 发 生 了 变化 , 即 由 苹 
果 转 变 为 桃 树 .和 巢 树 等 其 他 蔷 科 科 果 树 , 巢 酯 虽然 能 
与 气味 结合 蛋白 强烈 结合 ,但 并 不 能 引起 行为 反应 。 
GmolOBP14 具体 的 嗅觉 生理 功能 还 有 待 利 用 基 
沉默 或 基因 编辑 实验 进行 验证 。 
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